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1. Dyplom doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna,
Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej w Sosnowcu,
Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, 2006
Tytut rozprawy doktorskiej: Ocena ekotoksykologiczna pestycydéw na podstawie analizy
mikrobiologicznej.
Promotor: Prof. dr hab. Jacek Kozdrdj

2. Dyplom magistra biologii, specjalizacja: biotechnologia roslin i mikroorganizmoéw,
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet Slaski w Katowicach, 2002
Tytut pracy magisterskiej: Izolacja bakterii metaloopornych z gleb.
Promotor: Prof. dr hab. Lestaw Badura

III. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu

1. Adiunkt, Katedra i Zaktad Mikrobiologii i Wirusologii, Wydziat Farmaceutyczny z
Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej w Sosnowcu, Slaski Uniwersytet Medyczny w
Katowicach, 2011-obecnie.

2. Adiunkt, Katedra i Zaktad Mikrobiologii, Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem
Medycyny Laboratoryjnej w Sosnowcu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach,
2010-2011.

3. Wykladoweca, Katedra i Zaktad Mikrobiologii, Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem
Medycyny Laboratoryjnej w Sosnowcu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach,
2008-2010.

4. Specjalista ds. Mikrobiologii i Parazytologii, Zaktad Inzynierii Srodowiska Eko-Projekt
(obecnie SGS Polska, Société Générale de Surveillance), Pszczyna, Funkcja: Kierownik
Dziatu Mikrobiologii i Parazytologii, 2004-2008.

5. Adiunkt, Pracownia Toksykologii Organizméw Glebowych, Zaktad Badan
Ekotoksykologicznych, Instytut Przemystu Organicznego, Oddziat w Pszczynie, Funkcja:
Kierownik Pracowni, 2007-2008.

6. Asystent, Pracownia Toksykologii Organizmoéw Glebowych, Zaktad Badan
Ekotoksykologicznych, Instytut Przemystu Organicznego, Oddziat w Pszczynie, Funkcja:
Kierownik Pracowni, 2003-2007.

7. Mlodszy specjalista, Pracownia Toksykologii Organizméw Glebowych, Zaktad Badan
Ekotoksykologicznych, Instytut Przemystu Organicznego, Oddziat w Pszczynie, 2002-
2003.
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IV. Wykaz publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe, o ktérym mowa w art. 16 ust. 2
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

A) Tytul osiagniecia naukowego

Ocena potencjatu biodegradacyjnego bakterii glebowych i wykorzystanie ich w procesie
bioremediacji gleb skazonych wybranymi pestycydami.

B) Publikacje wchodzace w sktad osiagniecia naukowego

(autorzy?, rok wydania, tytuty publikacji, wydawnictwo, tom, strony, [Fb, MNiSW¢, Cyt.: WoS/Scopus)
a0swiadczenia wszystkich wspdtautorow okreslajqce indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie
poszczegolnych publikacji znajdujq sie w Zatqczniku 5.

bWartosé¢ IF wg JCR dla poszczegdlnych publikacji podano zgodnie z rokiem ich opublikowania.

cPunktacje MNiSW dla poszczegélnych publikacji podano zgodnie z rokiem 2012.

1.

Cycon M., Zmijowska A., Piotrowska-Seget Z. 2013a. Enhancement of deltamethrin
degradation by soil bioaugmentation with two different strains of Serratia marcescens.
International Journal of Environmental Science and Technology DOI: 10.1007/s
13762-013-0322-0 (IF2012 1,844; IFs.1emi 1,984; 35 pkt MNiSW; Cyt.: WoS 0, Scopus 0).

Wktad habilitanta: 80% - autor korespondencyjny, koncepcja pracy, projekt eksperymentu,
wykonanie eksperymentalnej czesci pracy (izolacja szczepéw bakterii z gleby, identyfikacja
bakterii na podstawie cech biochemicznych, czesciowo na podstawie profilu kwaséw ttuszczowych,
identyfikacja genetyczna bakterii, oznaczenie parametréw  fizykochemicznych gleb,
przygotowanie prébek gleb do eksperymentu, przygotowanie pozywek mineralnych,
przygotowanie inokulum bakterii i wprowadzenie do pozywek i gleb, pobieranie prébek w trakcie
eksperymentu, oznaczenie stezeri metabolitu), opracowanie wynikéw (przygotowanie tabel i
rycin, przeliczenia kinetyki degradacji pestycydéw, analiza statystyczna wynikow), interpretacja
wynikéw, napisanie manuskryptu.

Cycon M., Zmijowska A., Wéjcik M., Piotrowska-Seget Z. 2013b. Biodegradation and
bioremediation potential of diazinon-degrading Serratia marcescens to remove other
organophosphorus pesticides from soils. Journal of Environmental Management,
117, 7-16 (IFz2012 3,057; IF5.1emi 3,545; 35 pkt MNiSW; Cyt.: WoS 1, Scopus 1).

Wktad habilitanta: 70% - autor korespondencyjny, koncepcja pracy, projekt eksperymentu,
wykonanie eksperymentalnej czesci pracy (oznaczenie parametrow fizykochemicznych gleb,
przygotowanie probek gleb do eksperymentu, przygotowanie pozywek mineralnych, identyfikacja
genetyczna bakterii, przygotowanie inokulum bakterii i wprowadzenie do pozywek i gleb,
pobieranie probek w trakcie eksperymentu, oznaczenie stezerni metabolitéw), opracowanie i
interpretacja wynikéw (przygotowanie tabel i rycin, przeliczenia kinetyki degradacji pestycydow,
analiza statystyczna wynikow), interpretacja wynikéw, napisanie manuskryptu

Cycon M. Wojcik M., Piotrowska-Seget Z. 2011a. Biodegradation kinetics of the
benzimidazole fungicide thiophanate-methyl by bacteria isolated from loamy sand soil.
Biodegradation 22, 573-583 (IF2011 2,017; IF5.etmi 2,202; 25 pkt MNiSW; Cyt.: WoS 9,
Scopus 10).

Wktad habilitanta: 80% - autor korespondencyjny, koncepcja pracy, projekt eksperymentu,
wykonanie pracy eksperymentalnej (izolacja szczepow bakterii z gleby, identyfikacja bakterii na
podstawie cech biochemicznych i czesciowo na podstawie profilu kwasow ttuszczowych,
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oznaczenie parametroéw fizykochemicznych gleby, przygotowanie préobek gleby do eksperymentu,
przygotowanie pozywek mineralnych, przygotowanie inokulum bakterii i wprowadzenie do
pozywek i gleb, pobieranie prébek w trakcie eksperymentu), opracowanie wynikéw
(przygotowanie tabel i rycin, przeliczenia kinetyki degradacji pestycyddw, analiza statystyczna
wynikéw), interpretacja wynikéw, napisanie manuskryptu.

4. Cycon M., Zmijowska A., Piotrowska-Seget Z. 2011b. Biodegradation kinetics of 2,4-D
by bacterial strains isolated from soil. Central European Journal of Biology 6, 188-
198 (IF2011 1,000; IFs.1etni 0,936; 20 pkt MNiSW; Cyt.: WoS 2, Scopus 2).

Wktad habilitanta: 80% - autor korespondencyjny, koncepcja pracy, projekt eksperymentu,
wykonanie eksperymentalnej czesci pracy (izolacja szczepéw bakterii z gleby, identyfikacja
bakterii na podstawie cech biochemicznych i czesciowo na podstawie profilu kwaséw
ttuszczowych, oznaczenie parametréw fizykochemicznych gleby, przygotowanie prébek gleby do
eksperymentu, przygotowanie pozywek mineralnych, przygotowanie inokulum bakterii i
wprowadzenie do pozywek i gleb, pobieranie prébek w trakcie eksperymentu), opracowanie i
interpretacja wynikéw (przygotowanie tabel i rycin, przeliczenia kinetyki degradacji pestycydow,
opracowanie statystyczne wynikéw), napisanie manuskryptu.

5. Cycon M. Wojcik M., Piotrowska-Seget Z. 2009. Biodegradation of the
organophosphorus insecticide diazinon by Serratia sp. and Pseudomonas sp. and their
use in bioremediation of contaminated soil. Chemosphere 76, 494-501 (IF2o09 3,253;
[Fs.1emi 3,634; 40 pkt MNiSW; Cyt.: WoS 33, Scopus 38).

Wktad habilitanta: 80% - autor korespondencyjny, koncepcja pracy, projekt eksperymentu,
wykonanie eksperymentalnej czesci pracy (izolacja szczepéw bakterii z gleby, identyfikacja
bakterii na podstawie cech biochemicznych i czesciowo na podstawie profilu kwaséw
ttuszczowych, oznaczenie parametréw fizykochemicznych gleby, przygotowanie prébek gleby do
eksperymentu, przygotowanie pozywek mineralnych, przygotowanie inokulum bakterii i
wprowadzenie do pozywek i gleb, pobieranie prébek w trakcie eksperymentu), opracowanie
wynikéw (przygotowanie tabel i rycin, przeliczenia kinetyki degradacji pestycydéw, analiza
statystyczna wynikéw), interpretacja wynikéw, napisanie czesci manuskryptu.

Impact factor* dla publikacji wchodzacych w sktad osiagniecia naukowego wg bazy Journal
Citation Reports (JCR): 11,171 (IFs.1emi 12,301)

Punktacja MNiSW* publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego: 155

Liczba cytowan* publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego: wg bazy Web of
Science (WoS) - 45 / wg bazy Scopus - 51.

*Dane z dnia: 3.10.2013r.

C) Omoéwienie celu naukowego ww. prac stanowiacych osiagniecie naukowe i
osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Wspotczesna, intensywna produkcja roslinna wymaga uzycia wielu pestycydéw
nalezacych do réznych grup chemicznych, ktore zapewni¢ majg wysoki plon i jego
odpowiednig jakosé. Niestety, czeste stosowanie tych substancji nie pozostaje bez
negatywnych skutkéw, zaréwno dla zdrowia cztowieka, jak réwniez sSrodowiska. Ze wzgledu
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na sposob stosowania, gleba i Zyjace w niej organizmy zazwyczaj pierwsze majg stycznosc ze
stosowanymi pestycydami. Wprowadzone do gleby, pestycydy moga podlega¢ réznym
przemianom, zaréwno fizyko-chemicznym, jak réwniez biologicznym. Jak wykazano, do
najwazniejszych z nich nalezy rozktad mikrobiologiczny, a uczestniczagce w tym procesie
mikroorganizmy nalezg do réznych grup taksonomicznych. Dlatego tez, koniecznym jest
prowadzenie badan nad mikroorganizmami wykazujacymi zdolno$¢ do skutecznej
degradacji pestycydéw oraz zwigzkéw powstajacych z ich rozktadu. Izolacja szczepéw
mikroorganizméw oraz badania nad ich potencjatem degradacyjnym w stosunku do
stosowanych pestycydow moze by¢ wykorzystane w planowaniu strategii bioremediacji gleb
zanieczyszczonych pestycydami. Szczeg6lnie ma to znaczenie w przypadku pestycydéw o
wysokim stopniu toksyczno$ci i dtugim czasie retencji w sSrodowisku, ktérych oddziatywanie
na S$rodowisko moze utrzymywac sie przez dluzszy okres czasu. Celem badan
przedstawionych w cyklu publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe byto: (1)
wyizolowanie z gleb nowych szczepdw bakterii degradujacych wybrane pestycydy nalezace
do réznych grup chemicznych, (2) okreslenie w warunkach laboratoryjnych ich potencjatu
degradacyjnego oraz (3) ocena mozliwos$ci wykorzystania tych szczepow i ich potencjatu w
procesie bioremediacji gleb skazonych wybranymi pestycydami, przy zastosowaniu metody
bioaugmentacji.

Metodologia badan

W  przeprowadzonych badaniach, jako Zrédto szczepéw bakterii degradujacych
pestycydy, wykorzystano gleby z terendw, na ktérych preparaty chemiczne byly stosowane
od wielu lat. W celu izolacji bakterii zastosowano procedure wzbogaconego namnazania
(Enrichment procedure) w pozywce mineralnej (MSM, Mineral Salt Medium) z dodatkiem
okreslonego pestycydu, jako jedynym Zrédiem wegla i energii. W koncowym etapie
procedury uzyskano wzrost poszukiwanych szczepéw bakterii na pozywce agarowej MSM w
postaci pojedynczych Kkolonii. Wyizolowane szczepy bakterii, poddano identyfikacji do
gatunku na podstawie profilu biochemicznego, profilu kwaséw ttuszczowych (metoda FAME,
Fatty Acid Methyl Ester) i/lub sekwencji genu kodujgcego 16S RNA.

Potencjal biodegradacyjny wyizolowanych bakterii i ich zdolno$ci do wykorzystania
badanych pestycydéw badano na podtozu MSM z dodatkiem odpowiedniego pestycydu (50
mg/1), jako jedynym zrodtem wegla. Do pozywek wprowadzono okreslone inokulum
bakteryjne (3 x 106 komoérek/ml pozywki). Rwnoczesnie, przygotowano dwie kontrole, z
ktérych pierwsza stanowita pozywka bez pestycydu, a druga, pozywka bez inokulum
bakterii. W trakcie doswiadczen, prowadzonych w odpowiednich warunkach, pobierano
okresowo probki pozywki w celu oznaczenia szybko$ci wzrostu uzytych szczepow,
oznaczenia pH i stezenia badanych pestycydow.

Szczepy bakterii, wykazujace zdolnos$ci degradacyjne w stosunku do wybranych
pestycyddw w pozywce MSM, zostaty wykorzystane w dalszych badaniach, majacych na celu
okreslenie ich potencjatu degradacyjnego i bioremediacyjnego w $rodowisku glebowym.
Potencjal degradacyjny szczepéw badano w glebach sterylnych inokulowanych (3 x 106
komorek/g gleby) i skazonych wybranymi pestycydami (50 lub 100 mg/kg gleby), natomiast
potencjat bioremediacyjny okres$lono z wykorzystaniem gleb niesterylnych (z naturalng
mikroflorg) i dodatkiem okreSlonego pestycydu. Réwnocze$nie, przygotowano proby
kontrolne, tj. gleby niesterylne w celu okreslenia potencjatu degradacyjnego mikroflory
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autochtonicznej oraz préby gleb sterylnych skazonych pestycydami i bez inokulum
bakteryjnego, celem okreSlenia tempa degradacji badanych pestycydow w warunkach
abiotycznych. Ze wzgledu na fakt, Ze rodzaj gleby ma istotny wplyw na procesy degradacji
pestycyddéw, zastosowano gleby charakteryzujace sie odmiennymi wtasciwos$ciami fizyko-
chemicznymi.

Stezenia pestycydéw i metabolitéw w badanych prébkach, zar6wno w pozywce MSM, jak
i glebach, oznaczono z wykorzystaniem technik chromatografii gazowej (GC) i/lub
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Kinetyka degradacji badanych
pestycydéw w pozywce MSM i glebach zostata oceniona z uzyciem algorytmu pierwszego
rzedu, a warto$ci czasu zanikania (DT50) dla poszczegélnych pestycydéw obliczono z
réwnania liniowego uzyskanego z regresji pomiedzy logarytmem naturalnym stezenia
pestycydéw do czasu. W przypadku degradacji pestycydow w roéznych typach gleb
przeprowadzono 3-czynnikowgq analize wariancji (ANOVA) w celu okres$lenia procentowej
zmienno$ci przypadajacej poszczegdlnym czynnikom, majgcych wpltyw na tempo degradacji
pestycyddéw w glebie. Istotne statystycznie réznice dla uzyskanych danych ocenione zostaty
poprzez obliczenie wartos$ci najmniejszych istotnych réznic (test NIR).

Omowienie uzyskanych wynikéw

W pierwszej pracy, zapoczatkowujgcej cykl badan nad degradacjg pestycydow,
wyizolowano z gleby trzy szczepy bakterii charakteryzujace sie potencjatem degradacyjnym
w stosunku do diazinonu nalezacego do grupy insektycydéw fosforoorganicznych (Cycon i
wsp. 2009; Zal. 2, pkt. IB, poz. 5). Jest to jedna z wazniejszych i stosowanych na duza skale
grupa pestycydow o wysokim stopniu toksyczno$ci dla organizméw zywych i
zréznicowanym czasie retencji w glebie. Identyfikacja wyizolowanych szczepéw bakterii
degradujacych diazinon pozwolita na zakwalifikowanie bakterii do gatunkéw Serratia
liquefaciens (DDS-1) i Serratia marcescens (DDS-2) oraz rodzaju Pseudomonas (DDS-3).
Opublikowane wyniki byty pierwszym doniesieniem dotyczacym degradacji diazinonu przez
szczepy bakterii nalezace do rodzaju Serratia. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
wszystKie izolaty bakterii byly zdolne do wzrostu w pozywce MSM z dodatkiem diazinonu w
stezeniu 50 mg/l, jako jedynym Zrédtem wegla i energii. W trakcie 14-dniowego okresu
inkubacji odnotowano podobny stopien degradacji diazinonu przez badane szczepy bakterii,
na poziomie 80%, 89% i 84%, odpowiednio dla szczepé6w DDS-1, DDS-2 i DDS-3. W wielu
badaniach wykazano, ze suplementacja pozywek mineralnych okre$lonymi zwigzkami
organicznymi w postaci latwo przyswajalnych cukrow powodowata przyspieszenie
degradacji pestycydow przez wiele szczepéw bakterii. W niniejszych badaniach réwniez
zastosowano pozywke MSM z dodatkiem glukozy (1%). Jak wykazaty badania, dodanie do
pozywki tatwo przyswajalnego zrédta wegla spowodowato istotne zwiekszenie tempa
wzrostu szczepow DDS-1, DDS-2 i DDS-3 oraz degradacje diazinonu na poziomie prawie
100%, w tym samym okresie inkubacji. Wykazano, ze w tym przypadku szybsze tempo
degradacji diazinonu byto spowodowane, zaréwno rozkltadem mikrobiologicznym, jak
réwniez zjawiskiem hydrolizy, zachodzagcym w wyniku istotnego obnizenia pH pozywki
MSM, bedgcego nastepstwem rozktadu glukozy. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty
istotny wptyw aktywnos$ci mikrobiologicznej i proceséw chemicznych na tempo rozktadu
diazinonu.
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Wiele badan nad degradacja pestycydow wykazato, Zze szczepy mikroorganizméw
degradujagce okreslone pestycydy w pozywkach mineralnych charakteryzowaty sie
zdolnoscia do degradacji tych zwigzkéw w $rodowisku glebowym. Podobnie wykazano w
przypadku szczepdw bakterii degradujacych insektycyd diazinon. Badanie biodegradacji
diazinonu z uzyciem sterylnej gleby inokulowanej poszczegélnymi szczepami DDS-1, DDS-2 i
DDS-3 wykazato ich zdolno$¢ do skutecznej degradacji diazinonu (100 mg/ kg gleby), a
obliczone warto$ci DT50 dla diazinonu miescity sie w zakresie od 11,5 do 24,5 dni.
Jakkolwiek, gleba niesterylna =z autochtonicznymi zespotami mikroorganizmow
charakteryzowata sie réwniez potencjatem degradacyjnym w stosunku do diazinonu, to
odnotowano 7-dniowy okres lag-fazy, w trakcie ktérego tylko 2% poczatkowej dawki
diazinonu ulegto degradacji i wskazujacej na czas potrzebny na przystosowanie sie
mikroorganizméw do wprowadzonego insektycydu i namnoZenie sie populacji
mikroorganizméw zdolnych do jego degradacji.

Szczepy bakterii degradujace okreslone pestycydy czesto charakteryzujg sie réwniez
potencjatem degradacyjnym w stosunku do innych zwigzkéw nalezacych do tej samej grupy
(Abo-Amer, 2011; Chen i wsp., 2011). Ten fakt sktonit mnie do podjecia badan nad
okresleniem potencjatu degradacyjnego szczepu Serratia marcescens degradujgcego
diazinon w stosunku do innych zwigzkéw z grupy insektycydéw fosforoorganicznych (Cycon
i wsp. 2013b; Zal. 2, pkt. IB, poz. 2). W badaniach tych wykorzystano wzorce analityczne
trzech insektycydéw fosforoorganicznych, tj. chlorpyrifosu, fenitrotionu i parationu. W
zwigzku z tym, ze pestycydy te charakteryzuja sie wysoka toksycznos$cia, w wielu krajach
substancje te zostaly wycofane z uzycia; jakkolwiek, znaczne ich pozostatosci sg obecne w
glebach i nadal stanowig zagrozenie ekotoksykologiczne. Wyizolowany wczes$niej i
zidentyfikowany na podstawie metody FAME i profilu biochemicznego szczep Serratia
marcescens, w niniejszych badaniach zostal dodatkowo zidentyfikowany na podstawie
sekwencji genu kodujgcego 16S RNA. Podobnie, jak w poprzednich badaniach, potencjat
degradacyjny szczepu zostal zbadany z uzyciem pozywki mineralnej MSM i trzech gleb
charakteryzujacych sie réznymi wtasciwosciami fizyko-chemicznymi. Przeprowadzone
badania wykazaty, ze szczep S. marcescens byl zdolny do wykorzystania wszystkich trzech
insektycydow (50 mg/l pozywki) jako jedynych Zrédet wegla i energii. Analiza krzywych
wzrostu i wynikow degradacji pokazata, ze badany szczep charakteryzowat sie wiekszym
potencjatem degradacyjnym w stosunku do parationu, niz chlorpyrifosu i fenitrotionu. Fakt
ten wynikat prawdopodobnie z nieznacznych réznic w budowie chemicznej badanych
zwigzkow, a takze wiekszej toksycznosci chlorpyrifosu i fenitrotionu. Ponadto, mniejszy
stopien degradacji tych dwéch insektycydéw zwiazany byt z pojawieniem sie w pozywce
3,5,6-trichloro-2-pirydynolu oraz 3-metylo-4-nitrofenolu, gtéwnych metabolitéw rozktadu,
odpowiednio dla chlorpyrifosu i fenitrotionu, silnie hamujgcych wzrost mikroorganizmow.
Zjawisko to, zostato réwniez obserwowane w innych badaniach (Matsushita i wsp., 2003;
Goda i wsp., 2010).

Wykazano réwniez, Ze obok proceséw chemicznych, degradacja mikrobiologiczna jest
jednym z gléwnych mechanizméw zanikania pestycydéw fosforoorganicznych w glebie.
Mikroorganizmy autochtoniczne zastosowanych gleb charakteryzowaly sie potencjatem
degradacyjnym w stosunku do wszystkich badanych insektycydéow; jakkolwiek, w
poczatkowym okresie degradacji chlorpyrifosu i fenitrotionu zaobserwowano lag-faze,
najdtuzsza w glebie piaszczystej o niskiej zawartosci frakcji organicznej. Obserwowany efekt
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mogt by¢ wynikiem braku weczes$niejszego kontaktu mikroorganizméw z badanymi
insektycydami i konieczno$cig namnozenia sie szczepéw zdolnych do ich degradacji. Mégt
by¢ réwniez skutkiem zastosowania wysokiej dawki pestycydéw (100 mg/kg gleby),
powodujacej zahamowanie aktywnosci metabolicznej mikroorganizméw. W trakcie
eksperymentu, 45,3%, 61,4% i 72,5% poczatkowych dawek chlorpyrifosu, fenitrotionu i
parationu zostato usunietych z gleby piaszczystej, podczas gdy w tym samym czasie stopien
degradacji chlorpyrifosu, fenitrotionu i parationu osiagnat 61,4% 79,7% i 64,2% oraz 68,9%,
81,0% i 63,6%, odpowiednio w piasku gliniastym i glebie gliniastej. Badania wykazaty, ze
szczep S. marcescens wprowadzony do sterylnych gleb charakteryzowat sie wyzszym
potencjatlem degradacyjnym (5-13%) w stosunku do badanych insektycydéw w poréwnaniu
z tym obserwowanym dla gleb niesterylnych z naturalnie wystepujgcymi
mikroorganizmami. Ponadto, nie obserwowano poczatkowej lag-fazy w trakcie degradacji
poszczegblnych insektycydéw. Zdolno$¢ szczepu S. marcescens do degradacji innych
insektycydow fosforoorganicznych moze by¢ wyjasniona faktem, iz szczep ten zostat
wyizolowany z gleby zanieczyszczonej diazinonem, ktoérego struktura chemiczna podobna
jest do pestycydow fosforoorganicznych. To podobienstwo pozwolilo przypuszczaé, ze
badany szczep bedzie miat zdolno$¢ degradowania innych zwigzkéw nalezacych do tej samej
grupy. Z punktu widzenia skutecznej bioremediacji, wydaje sie, ze najkorzystniejsze bytoby
zastosowanie szczepOdw wykazujagcych zdolno$é rozkltadu szerokiego spektrum
insektycydow fosforoorganicznych. Podobne zjawisko obserwowano we wcze$niejszych
badaniach z uzyciem wielu szczepdéw bakterii nalezagcych m.in. do rodzajéw Agrobacterium,
Arthrobacter, Enterobacter i Pseudomonas (Ohshiro i wsp. 1996; Horne i wsp., 2002;
Karpouzas i Singh, 2006, Chino-Flores i wsp., 2012).

Z kolei, bioaugmentacja gleb niesterylnych szczepem S. marcescens spowodowata
przyspieszenie tempa degradacji insektycydéw, co spowodowato spadek wartosci DT50 o
8,1-20,7 dni, w poréwnaniu z glebami z naturalnie wystepujagcymi mikroorganizmami.
Przyspieszenie degradacji badanych pestycydéw fosforoorganicznych mozna wyjasni¢
zwiekszeniem katabolicznego potencjatu gleby poprzez inokulacje szczepem S. marcescens
oraz synergistycznymi zdolno$ciami autochtonicznych mikroorganizméw do degradacji
wprowadzonych insektycydéw. Podobne zjawisko obserwowano we wczesniejszych
badaniach nad degradacja innych pestycydoéw fosforoorganicznych. Na przyktad, inokulacja
gleby zanieczyszczonej fenitrotionem (100 mg/kg gleby) szczepem Burkholderia sp. FDS-1
zwiekszyta szybko$¢ zanikania insektycydu. Podobnie, bioaugmentacja gleb szczepami
Enterobacter asburiae B-14 (Singh i wsp., 2004) lub Diaphorobacter sp. GS-1 (Liang i wsp.,
2011) przyspieszyta degradacje chlorpyrifosu w pordéwnaniu z glebami kontrolnymi.
Przeprowadzone badania wykazaty réwniez, Ze rodzaj gleby ma istotne znaczenie w procesie
degradacji insektycydow fosforoorganicznych. Jak wykazata 3-czynnikowa ANOVA, szybko$¢
degradacji tych zwigzkéw byla istotnie uzalezniona od typu pestycydu, rodzaju gleby, oraz
obecnosci introdukowanych bakterii.

W kolejnych badaniach dotyczacych degradacji insektycydu deltametryny (Cycon i wsp.
2013a) (Zal. 2, pkt. IB, poz. 1), wykazano, ze bakterie z rodzaju Serratia mogg réwniez
efektywnie rozktadac¢ ten zwigzek. Deltametryna nalezy do grupy syntetycznych pyretroidéw i
jest jednym z najcze$ciej stosowanych insektycydéw w praktyce rolnej. Stosujac procedure
wzbogaconego namnazania wyizolowano z gleby skazonej deltametryng dwa szczepy bakterii
(Del-1 i Del-2), ktére zostaty zidentyfikowane na podstawie profilu biochemicznego, profilu
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kwaséw ttuszczowych i sekwencji genu kodujgcego 16S RNA do gatunku S. marcescens. Co
ciekawe, szczepy te roznity sie kolorem tworzonych kolonii na pozywce agarowej, szczep Del-1
tworzyt kolonie czerwone, natomiast szczep Del-2 kolonie kremowe. Profil biochemiczny obu
szczepow byt podobny, za wyjatkiem cechy dotyczacej zdolnosci hydrolizy mocznika, ktéra
wykazywat tylko szczep Del-1. Nalezy podkresli¢, Ze opublikowane wyniki byty pierwszym
doniesieniem dotyczacym degradacji deltametryny przez szczepy bakterii nalezace do
gatunku S. marcescens. W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze szczepy Del-1 i Del-2
byty zdolne do wzrostu w pozywce MSM z dodatkiem deltametryny (50 mg/l) i degradacji
wprowadzonego insektycydu. W trakcie 10-dniowego okresu inkubacji, 88,3% i 82,8%
poczatkowej dawki deltametryny zostato zdegradowane przez szczepy Del-1 i Del-2, dajac
odpowiednio wartosci DT50 dla deltametryny réwne 2,8 i 4,0 dni. Generalnie, szczep Del-1
charakteryzowat sie wyzszym potencjalem degradacyjnym w poréwnaniu ze szczepem Del-2.
We wcze$niejszych badaniach, réwniez Zang i wsp. (2010) wyizolowali dwa szczepy bakterii
JC1 i JCN13 nalezace do rodzaju Serratia, ktore réznity sie miedzy sobg zdolno$cig produkcji
czerwonego pigmentu i hydroliza mocznika. Ponadto, autorzy stwierdzili zalezno$¢ pomiedzy
hydrofoboscia powierzchni komorki (CSH, Cell Surface Hydrophobicity) a zdolno$ciami
degradacyjnymi obu szczep6ow Serratia sp. Szczep JCN13 charakteryzowat sie wyzsza warto$cig
CSH i potencjatem degradacyjnym w stosunku do pyretroidu beta-cypermetryny w poréwnaniu
ze szczepem JC1. Réznice w szybko$ci degradacji deltametryny przez szczepy Del-1 i Del-2
mogty wtasnie wynikac z réznic w CSH, a takze wiekszej wrazliwos$ci szczepu Del-2 w stosunku
do 3-fenoksybenzaldehydu, silnie toksycznego zwigzku i gtébwnego metabolitu powstajacego w
trakcie rozktadu deltametryny.

Badania dotyczace degradacji deltametryny w réznych typach gleb wykazaty, ze proces ten
w glebach niesterylnych z naturalnie wystepujacymi mikroorganizmami zachodzit stosunkowo
wolno; jakkolwiek, odnotowano potencjat degradacyjny mikroflory w badanych glebach. W
trakcie eksperymentu, od 41,8% do 59,8% poczatkowej dawki deltametryny (100 mg/kg gleby)
zostalo zdegradowane, dajgc wartosci DT50 w zakresie od 68,8 do 105,3 dni. Z kolei, w
sterylnych glebach znaczne ilo$ci deltametryny (77-89%) pozostawaty do konca
do$wiadczenia, wskazujac tym samym, ze mikrobiologiczny rozktad ma decydujacy wplyw na
zanikanie deltametryny w glebie. Wprowadzenie szczepdéw bakterii do sterylnych gleb
wykazato, Ze charakteryzowaty sie one wyzszym potencjatem degradacyjnym w stosunku do
deltametryny (16-26% dla szczepu Del-1 i 5-17% dla szczepu Del-2), w poréwnaniu z tym
odnotowanym dla mikroflory gleb niesterylnych. Co wazne, nie odnotowano Zadnego okresu
lag-fazy w procesie degradacji pyretroidu. Dynamika degradacji deltametryny w niesterylnych
glebach inokulowanych poszczegélnymi szczepami S. marcescens wskazata, ze w trakcie
pierwszych 2 tygodni, degradacja byta stosunkowo powolna, a jej tempo byto zbliZone do tego
obserwowanego w nieinokulowanych glebach. Pomimo wystgpienia poczatkowej lag-fazy,
bioaugmentacja niesterylnych gleb skazonych deltametryng przy uzyciu szczepéw Del-1 lub
Del-2 spowodowata przyspieszenie tempa degradacji pyretroidu, a jego wartosci DT50 spadty,
odpowiednio od 33,1 do 58,5 dni i od 25,8 do 46,0 dni w zalezno$ci od typu gleby, w
poréwnaniu z wartoSciami uzyskanymi dla gleb tylko z naturalna mikroflorag. Otrzymane wyniki
badan wykazaty potencjat badanych szczepéw S. marcescens do wykorzystania w procesach
bioremediacji. W trakcie eksperymentu, stwierdzono réwniez zanikanie, powstatego w trakcie
degradacji deltametryny, gléwnego metabolitu, 3-fenoksybenzaldehydu, co moze wskazywaé
na zdolno$¢ do degradacji tego zwiazku przez szczepy Del-1 i Del-2. Podobne zjawisko
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obserwowano w badaniach dotyczacych degradacji innych syntetycznych pyretroidéw. Na
przyktad, bioaugmentacja gleby skazonej fenwaleratem przy uzyciu szczepu Stenotrophomonas
sp. ZS-S-01 skutkowata przyspieszeniem degradacji pyretroidu, a uzyskana dla niego wartos¢
DT50 byta o$miokrotnie nizsza w poréwnaniu z tg, ktoérg otrzymano dla degradacji fenwaleratu
w glebie bez szczepu bakterii (Chen i wsp., 2011).

Obserwowana na poczatku degradacji deltametryny lag-faza mogla by¢ wynikiem
konieczno$ci zaadaptowania sie wprowadzonych szczepéw bakterii do obecnosci pyretroidu,
adaptacji szczepow do warunkéw Srodowiskowych, jak réwniez namnozenia sie szczepdw
zdolnych do degradacji deltametryny wsrdod naturalnie wystepujacych mikroorganizmdéw.
Poczatkowe opdznienie w rozktadzie deltametryny moglto by¢ réwniez spowodowane
odziatywaniami miedzy wprowadzonymi szczepami a innymi mikroorganizmami i/lub
antagonistyczna inhibicja poprzez substancje produkowane przez naturalnie wystepujacg w
glebach mikroflore. Ponadto, zastosowana wysoka dawka pyretroidu (100 mg/kg gleby) mogta
mie¢ réwniez kluczowe znaczenie dla aktywno$ci mikrobiologicznej gleb. Jakkolwiek,
stosowanie wysokich dawek pestycydéw w tego typu badaniach pozwala na selekcje szczepow
bakterii charakteryzujacych sie bardzo duzym potencjatem degradacyjnym z mozliwo$cig
uzycia ich w procesach bioremediacji skazonych gleb. Przeprowadzone badania wykazaty
réwniez, ze rodzaj gleby ma istotne znaczenie w procesie degradacji deltametryny. Jak
wykazata 3-czynnikowa ANOVA, szybko$¢ degradacji deltametryny byta znaczaco uzalezniona
od typu gleby, obecnosci naturalnie wystepujacej mikroflory oraz wprowadzonego inokulum.
Ponadto, interakcje pomiedzy wszystkimi czynnikami mialy réwniez istotny wplyw na
zanikanie pyretroidu. Analiza korelacji wykazata na istnienie istotnych zaleznos$ci pomiedzy
czasem zanikania deltametryny a wtasciwo$ciami gleb. Wykazano, ze im mniejsza zawartos¢
frakcji gliniastej i organicznej w glebie, tym zachodzita szybsza degradacja deltametryny.

Jedng z wazniejszych grup pestycyddéw s3g fungicydy nalezace do grupy benzimidazoli,
ktorych przedstawicielami s3 tiofanat metylu i powstajacy w trakcie jego przemian gtéwny
metabolit karbendazym. We wcze$niejszych badaniach wyizolowano wiele szczepéw bakterii
zdolnych do degradacji karbendazymu. Natomiast brak byto doniesien na temat szczepéw
bakterii zdolnych do degradacji tiofanatu metylu. Dlatego tez, podjeto prébe wyizolowania
szczep6w bakterii uczestniczacych w degradacji tego fungicydu (Cycon i wsp., 2011a; Zal. 2,
pkt. IB, poz. 3). Procedura wzbogaconego namnazania pozwolita na wyselekcjonowanie z
gleby skazonej tiofanatem metylu dwéch szczepdw bakterii TDS-1 i TDS, ktore zidentyfikowano
jako przynalezne do rodzajow Enterobacter i Bacillus. Nalezy podkresli¢, ze opublikowane
wyniki byly pierwszym doniesieniem dotyczacym degradacji tiofanatu metylu przez
zdefiniowane szczepy bakterii. Badania degradacyjne z uzyciem pozywki MSM i dodatkiem
tiofanatu metylu (50 mg/l) wykazaty zdolno$¢ obu szczepéw bakterii do wykorzystania
wprowadzonego fungicydu jako jedynego Zrddta wegla i energii do wzrostu, co potwierdzity
krzywe wzrostu szczepow oraz spadek stezenia fungicydu. W trakcie okresu inkubacji, 60% i
77% poczatkowej dawki tiofanatu metylu zostato zdegradowane, odpowiednio przez
szczepy TDS-1 i TDS-2. Z kolei, suplementacja pozywki glukoza, pomimo zwielokrotnienia
tempa wzrostu szczepéw bakterii, spowodowata zwolnienie tempa degradacji fungicydu i w
tym samym okresie inkubacji stopien degradacji wynidst odpowiednio 39% i 50%
poczatkowej dawki. Ponadto, spowodowato to zmiane kinetyki degradacji tiofanatu metylu,
ktéra zostata opisana reakcjg 0-rzedu, w przeciwienstwie do procesu degradacji fungicydu w
pozywce MSM bez glukozy, opisanego reakcja I-rzedu. Otrzymane wyniki byty rezultatem
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wystapienia kompetencji substratowej, z racji tego, Ze glukoza nalezy do tatwo
przyswajalnych Zrédel wegla i energii. Podobne wyniki uzyskali Singh i wsp. (2006) badajac
rozktad chlorpyrifosu przez szczep nalezacy do Enterobacter sp. Obserwowana poczatkowo
inhibicja degradacji tiofanatu metylu w obecnosci glukozy moze odzwierciedlaé
Srodowiskowa adaptacje bakterii, w trakcie ktérej tatwo dostepne zZrdédia wegla s3
preferencyjnie metabolizowane. W chwili wykorzystania tatwo przyswajalnego zrédta wegla
nastepuje rozktad pestycydu. Ponadto, znaczny spadek wartosci pH pozywki, bedacy
wynikiem rozktadu glukozy, spowodowat obnizenie aktywno$ci komodrek bakterii oraz
wzrost trwatosci tiofanatu metylu.

Badania degradacyjne z uzyciem sterylnej i niesterylnej gleby wykazaty potencjat
degradacyjny w stosunku do tiofanatu metylu, zaré6wno naturalnie = wystepujacych
mikroorganizméw, jak réwniez wprowadzonych szczepdéw bakterii. Czas rozktadu (DT50)
fungicydu w glebie inokulowanej szczepami TDS-1 lub TDS-2 wynidst, odpowiednio 6,3 i 5,1
dni. Ponadto, analiza chemiczna wykazata, ze gtéwny metabolit, powstaty w trakcie rozkladu
tiofanatu metylu, zostal przeksztalcony w 2-aminobenzimidazol, co potwierdzito zdolno$¢
szczepOow TDS-1 i TDS-2 do rozktadu réwniez karbendazymu, zwigzku o wysokiej stabilnosci w
Srodowisku glebowym. Wtasciwos$ci obu szczepéw powodujg, ze moga réwniez zostal
wykorzystane w procesach bioaugmentacji gleb skazonych karbendazymem.

Do najczesciej stosowanych pestycydéw z grupy herbicydéw nalezy kwas 2,4-dichloro
fenoksyoctowy (2,4-D), charakteryzujacy sie stosunkowo duza mobilno$cia w $rodowisku
glebowym i podlegajacy gtéwnie mikrobiologicznym procesom rozktadu. W Kkolejnych
badaniach okreslono potencjat degradacyjny bakterii, ktdre uczestnicza w rozktadzie tego
herbicydu (Cycon i wsp., 2011b; Zal. 2, pkt. IB, poz. 4). W trakcie prowadzonych badan,
wyizolowano z gleby skazonej 2,4-D trzy szczepy bakterii zidentyfikowane na podstawie profilu
biochemicznego i profilu kwaséw ttuszczowych jako Burkholderia cepacia (DS-1), Pseudomonas
sp. (DS-2) i Sphingomonas paucimobilis (DS-3). Wszystkie szczepy byly zdolne do
wykorzystania 2,4-D, jako jedynego Zrdédta wegla i w trakcie hodowli w pozywce MSM, 69%,
73% i 54% poczatkowej dawki 2,4-D zostato zdegradowane, odpowiednio przez szczepy DS-1,
DS-2 i DS-3. Analiza stezenia 2,4-dichlorofenolu (2,4-DCP) , gtéwnego metabolitu powstatego w
trakcie degradacji 2,4-D, wykazata potencjat degradacyjny szczepéw DS-1 i DS-2, réwniez w
stosunku do tego zwigzku. Niekompletna degradacja 2,4-D w pozywce MSM, wynikata z
dziatania powstatego 2,4-DCP, ktory odznacza sie wieksza toksycznos$cig w stosunku do bakterii
w poréwnaniu z 2,4-D. Analiza kinetyki degradacji 2,4-D w glebie wykazata zr6znicowany
potencjat degradacyjny badanych szczep6ow bakterii. Czas rozktadu (DT50) herbicydu w glebie
inokulowanej szczepami DS-1, DS-2 i DS-3 wynioést, odpowiednio 6,3, 5,0 i 9,4 dni. Uzyskane
dane pokazaly wyzszg aktywno$¢ poszczegélnych szczepow bakterii w stosunku do 2,4-D w
poréwnaniu z aktywno$cig naturalnie wystepujacych mikroorganizméw. W trakcie degradacji
2,4-D w niesterylnej glebie obserwowano 8-dniowg lag-faze, czas niezbedny do namnozenia sie
szczepow degradujgcych wprowadzony herbicyd.

Podsumowanie i wnioski

(1) Zaprezentowane prace badawcze maja charakter badan podstawowych o potencjalnym
znaczeniu aplikacyjnym w mikrobiologii gleby i biotechnologii $rodowiska.

(2) Po raz pierwszy wyizolowano szczepy bakterii nalezace do gatunku S. marcescens
charakteryzujace sie zdolnoscia do degradacji fosforoorganicznego insektycydu diazinonu i
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syntetycznego pyretroidu deltametryny oraz bakterii z rodzajow Enterobacter i Bacillus
degradujacych, nalezace do grupy benzimidazoli, tiofanat metylu i karbendazym.

(3) Okreslono potencjat degradacyjny wyizolowanych szczepéw bakterii oraz mozliwosci
wykorzystania ich jako narzedzi w projektowaniu strategii bioremediacji gleb
zanieczyszczonych pestycydami.

(4) Na podstawie przeprowadzonych badan okreslono, ze inokulum poszczeg6lnych szczepow
na poziomie 106 komdrek/g gleby jest wystarczajace do skutecznej bioaugmentacji gleb
skazonych pestycydami.

(5) Wykazano réwniez, ze obecno$¢ pestycydow w glebie prowadzi do selekcji szczepéw
bakterii zdolnych do rozktadu tych zwigzkéw. Szczepy te, wykazujg znacznie wiekszy
potencjat degradacyjny w poréwnaniu z mikroorganizmami gleb, ktére nie maty wcze$niej
kontaktu z pestycydami.

(6) Wymagane s3 dalsze badania nad interakcjami szczep6w bakterii degradujacych pestycydy
ze sktadnikami gleby i autochtonicznymi zespotami mikroorganizméw, zanim wybrane
szczepy bakterii zostang zastosowane na szerszg skale w bioremediacji skazonych gleb.
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V. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowych, dydaktycznych, wspétpracy
naukowej i popularyzacji nauki

Studia na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach
rozpoczatem w 1997 roku, w trakcie ktérych moje zainteresowania naukowe skupity sie na
tematyce zwigzanej z mikrobiologig i biotechnologia $rodowiskows. Prace magisterska
realizowatem w Katedrze Mikrobiologii pod kierunkiem Pana Profesora dr hab. Lestawa
Badury, a jej tematyka badawcza dotyczyta bakterii zasiedlajagcych gleby silnie
zanieczyszczone metalami ciezkimi. W trakcie realizacji badan zostaty wyizolowane szczepy
metaloopornych bakterii, dla ktérych okreslono m.in. profil wrazliwos$ci na wybrane metale
ciezkie (MIC, Minimal Inhibitory Conentration). Na podstawie eksperymentéw dotyczacych
izolacji plazmidowego DNA i transformacji nim kompetentnych komoérek szczepu bakterii
ustalono, ze wyizolowane plazmidy niosty informacje genetyczng dotyczaca opornosci na
kadm i cynk. Bezpo$rednim opiekunem naukowym prowadzonych badan byta, obecnie, Pani
Profesor dr hab. Zofia Piotrowska-Seget, z ktdrg wspétpracuje do dnia dzisiejszego. Uzyskane
wyniki z pracy magisterskiej byly na tyle interesujace, ze zostaly opublikowane w
czasopi$Smie Applied Soil Ecology (1Fz005 1,755; IFs.1emi 2,793; 40 pkt MNiSW) (Zal. 3, pkt. II A,
poz. 15). W lipcu 2002 roku, zdatem egzamin magisterski, uzyskujac tytut magistra biologii w
zakresie specjalnosci biotechnologia roslin i mikroorganizmoéw.

W lipcu 2002 roku podjatem prace w Pracowni Toksykologii Organizméw Glebowych w
Zaktadzie Badan Ekotoksykologicznych Instytutu Przemystu Organicznego w Pszczynie,
gdzie pracowatem do wrze$nia 2008 roku, poczgtkowo na stanowisku mtodszego specjalisty,
nastepnie asystenta i adiunkta. Pelnitem réwniez funkcje kierownika wspomnianej
pracowni. Instytut Przemystu Organicznego w Pszczynie jest jednostka badawczo-
rozwojowa pracujacg w oparciu o Norme ISO/IEC 17025:2005 i system Dobrej Praktyki
Laboratoryjnej (GLP, Good Laboratory Practice), posiadajacym akredytacje SNAS (Slovak
National Accreditation Service) oraz Biura do Spraw Substancji i Preparatéw Chemicznych.
Jako kierownik odpowiedzialny bytem za koordynowanie prac badawczych realizowanych w
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ramach dzialalnoSci pracowni, szkolenia nowozatrudnionych pracownikéw oraz
opracowanie standardowych procedur roboczych dotyczacych funkcjonowania pracowni
oraz prowadzonych badan. W ramach podstawowych obowigzkéw prowadzitem badania,
majgce na celu okreslenie m.in. ekotoksykologicznego oddzialywania na organizmy glebowe
i losow w $rodowisku glebowym nowych i bedacych w uzyciu preparatéw chemicznych,
$rodkéw ochrony ros$lin oraz substancji aktywnych wchodzacych w sktad tych $rodkéw,
wymagane prawnie przy rejestracji i dopuszczeniu ich do obrotu i stosowania. Tematyka
badawcza obejmowata badania: (1) przemian azotu i wegla w glebie, (2) toksyczno$ci ostrej
dla dzdzownic, (3) wptywu na rozmnazanie dzdzownic, (4) toksycznosci ostrej doustnej dla
przepiorki japonskiej, (5) toksyczno$ci pokarmowej dla przepiorki japonskiej, (6) wptywu
na rozmnazanie sie przepiorki japonskiej, (7) wplywu na kietkowanie i wczesne stadia
rozwojowe roslin, (8) przemian tlenowych i beztlenowych substancji chemicznych w glebie,
(9) przemian tlenowych i beztlenowych substancji chemicznych w osadach wodnych, (10)
biodegradacji wtasciwej substancji chemicznych w glebie, (11) adsorpcji/desorpcji
substancji chemicznych w glebie oraz (12) fotolizy substancji chemicznych na powierzchni
gleby. W trakcie 6-cio letniej pracy w Instytucie uczestniczytem w 330 badaniach tego typu, z
ktérych dla potowy bytem kierownikiem i gtéwnym wykonawcg. W ramach dziatalnosci
statutowej Instytutu realizowatem projekty badawcze, z ktérych w 3 bytem gltéwnym
wykonawcg, a w 6 kierownikiem i gtéwnym wykonawca (Zat. 3, pkt. II I, poz. 3-11).
Obejmowaty one tematyke badawcza zwigzang m.in. z wdrozeniem nowych metod
badawczych do rutynowego uzycia. Pelnitem réwniez nadzér nad Ksiegg JakosSci Zaktadu
Badan Ekotoksykologicznych i bratem réwniez czynny udziat w komitetach organizacyjnych
konferencji naukowych organizowanych przez Instytut (Zat. 4, pkt. C).

W trakcie pracy w Instytucie, moje zainteresowania naukowe skupity sie na tematyce
badawczej dotyczacej oddziatywania pestycydéw na aktywno$¢ mikrobiologiczng gleb. W
celu okreslenia oddziatywania pestycydéw na mikroflore gleb stosowanych jest wiele metod
badawczych. Najprostsze analizy obejmujg pomiary oddychania indukowanego substratem
oraz analize stezenia jonéw azotanowych w glebie. Pomiary tych parametréw zostaty
zaadaptowane przez organizacje OECD (Organization for Economic Co-operation and
Development) oraz EPA (Environmental Protection Agency) do badan ekotoksykologicznych
dla zobrazowania wplywu pestycydéw na przemiany wegla i azotu w glebie. Ze wzgledu na
to, ze gleba jest bardzo skomplikowanym systemem zalezno$ci, zastosowanie pojedynczych
testow do oceny oddziatywania pestycydéw na aktywno$¢ mikrobiologiczna, nie daje
pelnego obrazu o zmianach, jakie moga pojawic¢ sie w glebie po zastosowaniu tych zwigzkdow.
Dlatego tez, koniecznym wydaje sie zastosowanie szerokiego spektrum analiz do oceny
bezpieczenstwa stosowanych dawek pestycydéw. Takg tematyke badawczg realizowatem
m.in. w ramach pracy doktorskiej pod kierunkiem Pana Profesora dr hab. Jacka Kozdréja.
Celem pracy, pt. Ocena ekotoksykologiczna pestycydéw na podstawie analizy
mikrobiologicznej, byta poszerzona ocena aktywno$ci mikrobiologicznej w glebach
traktowanych wybranymi pestycydami. Do badan uzyto trzech preparatéow pestycydowych
(diazinon, linuron i mankozeb+dimetomorf), a jako uktad badawczy zastosowano dwie gleby
o zréznicowanych parametrach fizyko-chemicznych. W trakcie badan oceniano (1)
oddychanie indukowane substratem, (2) aktywno$¢ enzymatyczng gleby (dehydrogenazy,
fosfatazy kwasng i zasadowa oraz ureaze), (3) przemiany azotu w glebie (pomiar stezenia
jonow azotanowych i amonowych), (4) liczebno$¢ mikroorganizméw (ogdlna liczebnosé
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bakterii i grzybow oraz liczebnos$¢ bakterii uczestniczacych w przemianach azotu - bakterii
nitryfikacyjnych, denitryfikacyjnych i wigzacych azot), (5) strukture i bior6znorodnos¢
frakcji hodowlanej bakterii metoda r/K-strategéw oraz (6) stan fizjologiczny bakterii
glebowych. Stwierdzono, Zze wptyw badanych pestycydéw na aktywnos¢ mikrobiologiczng
byt zr6znicowany, a obserwowany efekt byt uzalezniony od zastosowanej dawki i typu gleby.
Wszystkie badane preparaty stymulowaty procesy oddechowe w obu glebach. Stwierdzono
réwniez zroznicowany wplyw pestycydéw na aktywno$¢ poszczegélnych enzymoéw, przy
czym wspoélng cechg wszystkich badanych zwigzkéw bylo silne hamowanie aktywnosci
dehydrogenazowej w catym okresie badan, zwtaszcza w glebach z wyzszymi dawkami.
Badane pestycydy wptywaty istotnie na tempo proceséw przemian azotu, co potwierdzity
zmiany w iloSci jonéw azotanowych i amonowych. Wszystkie pestycydy w wyzszych
dawkach silnie stymulowaty liczebnosci bakterii heterotroficznych i grzybéw. Stwierdzono
takze wplyw na liczebno$¢ bakterii uczestniczacych w przemianach azotu, przy czym
najbardziej wrazliwe na zastosowane pestycydy okazaty sie bakterie nitryfikacyjne i wigzace
azot, ktorych liczebnos¢ w glebach traktowanych wyzszymi dawkami preparatow
zdecydowanie zmniejszyta sie. Wykazano rowniez wptyw pestycydéw na strukture
zespotow mikroorganizméw, ich bioréznorodno$¢ oraz stan fizjologiczny. W glebach
traktowanych wyzszymi dawkami pestycydéw populacje bakteryjne na ogét reprezentowaty
strategie typu K, stwierdzono spadek bioréznorodnosci gatunkéw, jak rowniez odnotowano
obnizenie czesto$ci podziatdow komorkowych i wydtuzenie sie czasu pojawienia sie
pierwszych widocznych kolonii bakterii na podiozach mikrobiologicznych. Otrzymane
wyniki badan w znacznym stopniu poszerzyly wiedze na temat interakcji pestycydow ze
sktadnikami $rodowiska glebowego oraz ich wptywu na mikroflore, ktérej znaczenie w
utrzymaniu réwnowagi ekologicznej w tym srodowisku jest nie do przecenienia. W grudniu
2006 roku obronitem prace doktorskg i decyzja Rady Wydzialu Farmaceutycznego z
Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach
uzyskatem stopien doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna. Na bazie
otrzymanych wynikéw z pracy doktorskiej powstaty cztery publikacje naukowe, ktore
ukazaty sie w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym (Zal. 3, pkt. Il A, poz. 7, 8, 91 10).

W lipcu 2004 roku podjatem dodatkowa prace w laboratorium analiz Srodowiskowych -
Zaklad Inzynierii Srodowiska Eko-Projekt w Pszczynie (obecnie SGS Polska, Société Générale
de Surveillance), gdzie pracowatem do kwietnia 2008 roku, jako specjalista ds. mikrobiologii
i parazytologii, jednocze$nie pelnigc funkcje kierownika Dziatu Mikrobiologii i Parazytologii.
W ramach swoich obowigzkéw zorganizowatem od podstaw laboratorium analiz
mikrobiologicznych i wdrozytem system jakoSci w oparciu o Normy ISO/IEC 17025:2005 i
EA-04/10. Pod moim kierownictwem laboratorium uzyskato akredytacje Niemieckiej Rady
Akredytacyjnej (DAR, Deutcher Akkreditierungs Rat). Ponadto, do moich obowigzkéw
nalezato wdrazanie nowych metod mikrobiologicznych do rutynowego uzycia, opracowanie
dokumentacji walidacyjnych metod mikrobiologicznych, prowadzenie szerokiego spektrum
analiz mikrobiologicznych wody, zywnos$ci i préobek Srodowiskowych w oparciu o
obowigzujace miedzynarodowe normy i wymagania, uczestnictwo w miedzylaboratoryjnych
badaniach poréwnawczych (Quality Management, FOODLAB, AQUA), prowadzenie szkolen
nowych pracownikéw w zakresie dzialalno$ci laboratorium i prowadzonych analiz.
Uczestniczytem réwniez w rozbudowie i projektowaniu nowego laboratorium w Pszczynie
oraz oddziatu laboratorium w Pile.
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0d pazdziernika 2008 roku do chwili obecnej pracuje w Katedrze i Zaktadzie
Mikrobiologii i Wirusologii na Wydziale Farmaceutycznym z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej, Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach, poczatkowo na
stanowisku wyktadowcy, a od pazdziernika 2010 roku na stanowisku adiunkta. 0d momentu
zatrudnienia, czynnie uczestniczytem w organizacji dydaktyki oraz prowadzeniu zajec
realizowanych przez Katedre (Zal. 4, pkt. I). W ciggu 5-cio letniego okresu pracy petitem
funkcje bezposredniego opiekuna naukowego 9-ciu prac magisterskich oraz bylem
promotorem 5-ciu prac magisterskich (Zal. 4, pkt. J). Od pazdziernika 2012 roku petnie
réwniez bezposrednig opieke naukowg nad doktorantka realizujaca prace doktorska
dotyczaca oceny potencjatu biodegradacyjnego bakterii i wykorzystanie ich w procesie
bioremediacji gleb skazonych antybiotykami (Zal. 4, pkt. K).

W ramach dziatalno$ci statutowej Katedry i Zaktadu Mikrobiologii i Wirusologii, jako
gtowny wykonawca, realizowatem w latach 2011-2012 projekt badawczy pt. Wykorzystanie
bakterii zdolnych do degradacji wybranych pestycydéw w procesie bioremediacji skazonych
gleb (Zal. 3, pkt. II I, poz. 2). Wyniki otrzymane w trakcie realizacji projektu zostaty
opublikowane w czasopi$mie International Journal of Environmental Science and Technology
(IF2012 1,844; IFsiemi 1,984; 35 pkt MNiSW) i zostaty wilaczone do cyklu publikacji
sktadajacych sie na osiggniecie naukowe (Zal. 2, pkt. IV B, poz. 1). W latach 2009-2010
startem sie o finansowanie badan dotyczacych wykorzystania biochemicznych i
molekularnych markeréw w ocenie aktywnosci i struktury zespotéw mikroorganizméw w
glebach skazonych pestycydami ze Srodkéw pozauczelnianych. Pomimo, Ze ztozone aplikacje
do MNiSW otrzymaty oceny bardzo dobre i wyrdzniajacg, nie uzyskaty finansowania.
Natomiast, sukcesem zakonczyly sie starania o fundusze MNiSW w ramach programu
[uventus Plus dla Mtodych Naukowcow na realizacje w 2011 roku projektu badawczego pt.
Ocena potencjatu biodegradacyjnego i bioremediacyjnego bakterii izolowanych z gleby
skazonej diazinonem w stosunku do innych zwiqzkéw z grupy insektycydow
fosforoorganicznych, ktérego bytem kierownikiem i gtéwnym wykonawca (Zatl. 3, pkt. 11 I,
poz. 1). Otrzymane wyniki zostaty opublikowane w czasopi$smie Journal of Environmental
Management (IFz12 3,057; IFsiemi 3,545; 35 pkt MNiSW) i zostaly wiaczone do cyklu
publikacji sktadajacych sie na osiagniecie naukowe (Zat. 2, pkt. IV B, poz. 2).

Ze wzgledu na realizowang tematyke badawcza, wielokrotnie bylem proszony o
wykonanie recenzji artykuléw z zakresu ekotoksykologii, mikrobiologii i biotechnologii
$Srodowiska. Dotychczas recenzowatem 103 prace dla 26 réznych czasopism naukowych,
m.in. Applied Microbiology and Biotechnology, Applied Soil Ecology, Biodegradation,
Chemosphere, Ecotoxicology, Environmental Science and Pollution Research, Journal of
Environmental Management, Journal of Hazardous Materials, PLOS ONE, World Journal of
Biotechnology and Microbiology (Zat. 4, pkt. P). W 2013 roku zostatem zaproszony réowniez
do pracy w radach naukowych redakcji Current Science Perspectives i World Journal of
Agricultural Research (Zal. 4, pkt. G). Jako wyrdznienie traktuje zaproszenie do napisania
rozdziatu pt. Response of soil microflora to pesticides do monografii: Pesticides: Evalaution of
Environmental Pollution (red. Nollet L. Rathore H.), ktéra ukazata sie drukiem w
wydawnictwie CRC Press w 2012 roku (Zal 3, pkt. D, poz. 1). Jestem roéwniez
wspoétautorem ekspertyzy, wykonanej na zlecenie GOdrno$laskiego Przedsiebiorstwa
Wodociagow S.A. w Katowicach, dotyczacej skazenia wody wodociggowej na terenie Rudy
Slaskiej w 2007 roku (Zal. 4, pkt. M).
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W celu realizacji tematow badawczych z zakresu mikrobiologii i biotechnologii
$rodowiska nawigzatem wspétprace z naukowcami z Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach,
Instytutu Przemystu Organicznego w Pszczynie oraz Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie,
wynikiem ktorej sa liczne publikacje w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Moje
obecne zainteresowania naukowe skupiajg sie na: (1) skriningu ze Srodowiska i identyfikacji
nowych szczepdw bakterii zdolnych do degradacji ksenobiotykéw organicznych (pestycydy,
antybiotyki, zwigzki ropopochodne), (2) okresleniu ich potencjatu degradacyjnego i
bioremediacyjnego, a takze (3) optymalizacja proceséw degradacji ksenobiotykow
organicznych przez mikroorganizmy. Kontynuuje réwniez badania dotyczace oceny wptywu
pestycydéw na aktywno$¢ i strukture zespotéw mikroorganizmoéw glebowych. Ze wzgledu
na fakt, iz hodowlana frakcja stanowi niewielki utamek catego zespotu mikroorganizmow
glebowych, dlatego tez, w celu oceny jego strukturalnej i genetycznej bioréznorodnosci po
zastosowaniu pestycydéow poszerzylem warsztat badawczy o wykorzystanie markerow
genetycznych, tj. sekwencji genu kodujacego 16S RNA, analizowanych technikg elektroforezy
w gradiencie czynnika denaturujgcego (PCR-DGGE, Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
oraz markeréw biochemicznych, tj. fosfolipidowych kwaséw ttuszczowych (PLFAs,
Phospholipid Fatty Acids). Dzieki okresleniu CLPP (Community Level Physiological Profile)
przy zastosowaniu metody Biolog®, opierajacej sie na ocenie zdolnosci mikroorganizmoéw
do wykorzystania réznych zwigzkéw organicznych, mozliwe jest poznanie bioréznorodnosci
funkcjonalnej badanych zespotéw mikroorganizméw.

Wyniki projektéw badawczych, w realizacji ktérych zastosowano opisane metody,
stanowia podstawe czterech publikacji, z ktérych dwie ukazaty sie w czasopi$mie Applied
Soil Ecology (IF2012 2,106; IFs.emi 2,793; 40 pkt MNiSW) (Zal. 3, pkt. II A, poz. 2 i 3), a kolejne
dwie, w czasopi$mie Journal of Environmental Management (1Fz012 3,057; IFsiemi 3,545; 35
pkt MNiSW) (Zal. 3, pkt. I A, poz. 1i 4). Celem badan byta ocena strukturalnej, genetycznej
i funkcjonalnej bioréznorodnosci zespotéw mikroorganizméw w glebach skazonych
herbicydem napropamidem oraz insektycydami teflubenzuronem i imidaklopridem na
podstawie analizy PLFA, DGGE oraz CLPP. Nalezy podkresli¢, ze otrzymane wyniki sg
pierwszymi doniesieniami dotyczacymi zmian w strukturze zespotéw mikroorganizmoéow w
glebie po zastosowaniu powyzszych pestycydéw. Badania wykazaly, Ze zastosowane
pestycydy zmieniaty strukturalng, genetyczng i funkcjonalng bioréznorodnosé
mikroorganizméw. Ponadto, analiza uzyskanych profili DGGE wykazata, ze po aplikacji
pestycydéw dochodzi do zmian w strukturze zespotéw mikroorganizmoéw i pojawienia sie w
nich bakterii zdolnych do degradacji pestycydéw.

Z przeprowadzonych dotychczas badan nad aktywno$cig i strukturg zespotéow
mikroorganizméw nalezy wnioskowaé, Ze uzycie dopiero poszerzonej analizy z
wykorzystaniem wielu parametréw i metod badawczych pozwala na relatywnie prawdziwag
ocene proceséw zachodzacych wsréd mikroorganizméw w glebach traktowanych
pestycydami. Warto doda¢, ze realizowane przeze mnie prace badawcze majga charakter
badan podstawowych o potencjalnym znaczeniu aplikacyjnym w mikrobiologii i
biotechnologii sSrodowiska. Wszystkie dotychczasowe prace badawcze byly prowadzone
w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych. Przedmiotem moich zainteresowan jest
réwniez rozpoznanie proceséw mikrobiologicznych zachodzgcych w  warunkach
naturalnego Srodowiska glebowego skazonego ksenobiotykami.
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Wynikiem moich dotychczasowych badan jest 28 publikacji naukowych w czasopismach
0 zasiegu miedzynarodowym i krajowym (w 25 jako pierwszy autor i w 3 jako drugi autor)
oraz 1 rozdziat w ksigzce. Za swoéj dotychczasowy dorobek naukowy otrzymatem dwie
nagrody naukowe JM Rektora Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach w 2010 i
2012 roku oraz stypendium naukowe przyznane w 2011 roku przez MNiSW dla wybitnego
miodego naukowca (Zal. 3, pkt. II J). W sumie, za dotychczasowy dorobek naukowy
uzyskatem nastepujace wskazniki:

Sumaryczny Impact Factor* wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem
opublikowania - 35,402 (IFs.iemi45,106) (po doktoracie - IF 33,647; IFs.emi 42,313),

Sumaryczna punktacja MNiSW* (wg listy z 2012r.) - 593 (po doktoracie - 533),
Liczba cytowarn publikacji*. wg bazy Web of Science (WoS) - 165 / wg bazy Scopus - 179,
Indeks Hirscha*: wg bazy Web of Science (WoS) - 7 / wg bazy Scopus - 7.

*Dane z dnia: 3. 10. 2013r.
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